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Description 

[0001] La presente invention est relative a un procede de couplage, en solution, entre un peptide et au moins un 
compose portant une fonction acide carboxylique ou alcool, tel qu'un lipide, un sucre, un alcool ou un marqueur de 
5 fluorescence, ainsi qu'a des peptides modifies qui sont essentiellement constitues d'un peptide lie, par un lien hydra- 
zide, a au moins un compose tel que defini ci-dessus. 

[0002] La presente invention est egalement relative a Putilisation de I'acide N,N'-tri(Boc)hydrazinoacetique ou de 
I'acide N,N'-di(Boc)hydrazinoacetique pour fonctionnaliser un peptide par un groupement a-hydrazinoacetique. 
[0003] Le probleme de Pentree dans les cellules vivantes de differentes substances dotees de proprietes pharma- 

10 cologiques revet une grande importance sur ie plan therapeutique. Les peptides synthetiques et les oligonucleotides 
traversent difficilement la membrane cellulaire. Une approche interessante pour ameiiorer leur capacite a penetrer 
dans la cellule est de tes modifier par une partie iipophile. Ainsi, il a ete montre qu'un peptide modifie par une simple 
chatne aliphatique est capable de penetrer au sein de la cellule par transfert passif au travers de la membrane et 
d'interagir avec sa cible intracytoplasmique. Les lipopeptides represented done des molecules interessantes pour 

15 vectoriser un motif fonctionnel au sein de la cellule. 

[0004] La synthese de lipopeptides peut etre realisee, par exemple, en couplant un acide gras a un peptide en phase 
solide, com me decrit notamment par K. THIAM et a/, dans Biochemical and Biophysical Research Communications, 
1998, 253, 639-647. En fin de synthese, des etapes de clivage de la liaison peptide/support solide et de deprotection 
des chatnes laterales du peptide par un acide fort doivent etre realisees. Ce traitement limite de fagon importante le 

20 choix de la partie Iipophile ; ii interdit notamment Putilisation d'acides gras insatures. En outre, la purification des lipo- 
peptides par chromatographic liquide haute performance en phase inverse est difficile et conduit a des rendements 
faibles, eu egard aux nombreuses impuretes qui sont presentes en fin de synthese. 

[0005] II a egalement ete propose de coupler, en solution, une proteine a un groupement palmitoyl-coenzyme A, ce 
dernier etant introduit au niveau du groupement thiol d'une cysteine. Un tel couplage se traduit par la formation d'un 

25 Men thioester, qui presente Pinconvenient d'etre peu stable. D'autre part, cette strategie est limitee a la modification de 
certaines proteines par le palmitoyl-coenzyme A et ne peut pas etre generalisee a la synthese de lipopeptides. 
[0006] Les strategies actuelles pour la synthese de lipopeptides consistent egalement a mettre en oeuvre des reac- 
tions de ligation chimique. La ligation chimique permet de Her, en solution et dans des conditions extremement douces, 
deux structures peptidiques prealablement purifiees et totalement deprotegees. 

30 [0007] II a ainsi ete propose de lier, dans un tampon aqueux, un acide gras a un peptide par un lien disulfure. De- 
pendant, le Hen disulfure pose de nombreux probiemes ; un tel lien est en effet peu stable et susceptible d'etre degrade 
en presence de thiols, d'ou la necessite d'eviter ta contamination des solvants utilises pour la solubilisation des produits 
par des thiols, ainsi que Pimpossibilite d'introduire une cysteine dans la sequence peptidique a vectoriser. L'utilisation 
de la chimie des thiols necessite, en outre, de travailler sous atmosphere inerte dans le but d'eviter Poxydation des thiols. 

35 [0008] W. ZENG era/. (J. Pept Sc., 1996, 2, 66-72) ont egalement propose de lier, en solution, un peptide totalement 
deprotege et prealablement purifie a une structure lipidique polyfonctionnelle liee a un peptide, et ce par le biais d'un 
lien oxime. La partie Iipophile est introduite sur une sequence peptidique en phase solide, une telle methode presentant 
les inconvenients mentionnes ci-dessus, a savoir la limitation au niveau du choix de la partie Iipophile et les difficultes 
liees a la purification de la structure lipidique. 

40 [0009] De facon similaire, O. MELNYK et ai. (J. Peptide Res., 1998, 52, 180-184) ont decrit la ligation, en solution 
et par un lien hydrazone, entre un peptide portant une chatne Iipophile et une fonction aldehyde et un autre peptide 
modifie au niveau de la chatne laterale de lysine par un groupement hydrazine Le lien hydrazone est realise en solution, 
mais le compose Iipophile, de nature peptidique, est synthetis6 en phase solide et les limitations sont identiques a 
celles evoquees precedemment. 

45 [0010] Par ailleurs, C. KLINGUER et ai. (Tetrahedron Letters, 1 996, 37, n° 40, 7259-7262) ont decrit la ligation, dans 
un melange eau/acetonitrile et parun lien hydrazone, entre un peptide portant une fonction hydrazine et le cyclohexane- 
carboxaldehyde. Le procede decrit par ces auteurs ne permet toutefois pas d'obtenir des composes stables et done 
utilisables pour la vectorisation de principes actifs : en effet, le lien hydrazone forme entre Phydrazine et Paldehyde est 
instable dans une large gamme de pH. 

50 [0011] La ligation chimique apparait comme une methode de choix pour la synthese de lipopeptides permettant 
Pamelioration des rendements d'obtention de ces composes. Cependant, nous avons vu qu'il n'existe pas, a Pheure 
actuelle, de methodes de ligation n'utilisant pas la chimie des thiols et permettant un couplage direct d'un compose 
Iipophile, non lie a une structure porteuse, a un peptide totalement deprotege. 

[0012] Les inventeursse sont done donnes pour but de pourvoiraune nouvelle strategie de synthese de lipopeptides 
55 et, de fagon generale, de peptides modifies par differents composes de nature lipidique ou autre, par ligation chimique 
en solution. 

[0013] Cette nouvelle strategie de synthese doit notamment repondre aux criteres suivants: 



3 



EP 1 206 482 B1 



le couplage du compose sus-mentionne, par exemple un lipide, au peptide s'effectue en solution, 

le couplage s'effectue a partir d'un peptide totalement deprotege, la reaction etant chimioselective, 

les conditions reaction nelles du couplage permettent I'utilisation directe d'acides gras et de derives du cholesterol 

commerciaux, 

- les conditions reactionnelles du couplage permettent notamment ['introduction, sur le peptide, d'acides carboxy- 
liques et d'alcools sensibles, comme par exemple des acides gras complexes mono- et polyinsatures et des derives 
du cholesterol, 

le lien forme au cours du couplage est tres stable dans une large gamme de pH. 

[0014] Les Inventeurs se sont egalement donnes pour but de pourvoir a des peptides modifies, susceptibles d'etre 
obtenus par ligation chimique, dans lesquels lesdits peptides sont lies a differents composes, notamment a des lipides, 
par un lien tres stable et qui ne presentent pas les inconvenients des liens disulfures de I'Art anterieur. 
[0015] Ces buts sont atteints par la creation d'un lien hydrazide entre le peptide et le compose qui lui est couple, 
lors d'une synthese convergente en solution. 

[0016] La presente invention a pour objet un procede de couplage entre un peptide et au moins un compose A, de 
nature non peptidique, portant une fonction selectionnee dans le groupe constltue par les fonctions acide carboxylique 
et les fonctions aicool, caracterise en ce que ledit couplage comprend une etape de realisation, en solution, d'un lien 
hydrazide entre ledit peptide et ledit compose A. 

[0017] Au sens de la presente invention, on entend par " peptide " tout enchatnement de plusieurs acides amines, 
quels que soient leur nature et leur nombre ; le terme "peptide" designe done aussi bien des oligopeptides (dipeptides 
ou tripeptides) que des polypeptides ou des proteines. 

[0018] De fagon particulierement avantageuse, le procede selon I'invention, realise en solution, permet d'eviter une 
etape de clivage du peptide modifie obtenu du support, clivage dont nous avons vu precedemment qu'il limite de facon 
importante le choix du compose couple audit peptide. En outre, le lien hydrazide realise entre le peptide et le (ou les) 
compose(s) A est tres stable, et ce dans une gamme de pH tres large, et in vivo. 

[001 9] Selon un mode de mise en oeuvre avantageux du proced§ de couplage selon la presente invention, ce dernier 
comprend, pour realiser ledit lien hydrazide, les etapes suivantes : 

a) activation de la fonction portee par ledit compose A en une fonction reactive correspond ante, respectivement 
selectionnee dans le groupe constitue par les fonctions ester et les fonctions carbonate, lorsque le compose A 
porte respectivement une fonction acide carboxylique et une fonction aicool ; et 

b) reaction, en solution et a un pH inferieur a 6, entre ledit compose A active obtenu en a) et un peptide, totalement 
deprotege, portant au moins un groupement hydrazine ou derive d'hydrazine soit au niveau de son extremite N- 
terminale, soit au niveau de I'extremite de la chaTne laterale d'une lysine ou d'une ornithine eventuellement presente 
a un endroit quelconque de la sequence peptidique. 

[0020] Au sens de la presente invention, on entend par " groupement hydrazine " un groupement de formule 
-NH-NH 2 . On entend par " groupement derive d'hydrazine " tout groupement comprenant au moins le motif -NR-NH 2 
(y compris, de facon avantageuse, le motif -CO-CHR 1 -NR-NH 2 ), ou et R represented, independamment I'un de 
Pautre, un atome d'hydrogene ou un groupement alkyle sature ou insature, lineaire, ramifie ou cyclique, comprenant 
de 1 a 10 atomes de carbone, ainsi qu'eventuellement 1 a 3 heteroatomes choisis parmi I'oxygene, le soufre et I'azote, 
etpouvant etre substitue par 1 a 6 groupements choisis parmi les groupes hydroxy, alkoxy, aryloxy, amino, aminoalkyle, 
aminoaryle, thio, thioalkyle, carbonyle, carboxyie, guanidino et carboxamido. 

[0021] Le Hen hydrazide forme au cours du procede de couplage conforme a I'invention comprend done au moins 
le motif -CO-NH-NR-, R etant tel que defini ci-dessus. 

[0022] Un groupement hydrazine peut etre introduit, soit au niveau de I'extremite N-terminale du peptide, soit au 
niveau de I'extremite de la chaTne laterale d'une lysine ou d'une ornithine eventuellement presente a un endroit quel- 
conque de la sequence peptidique, par tout moyen connu de I'Homme de I'Art, par exemple selon un protocole de N- 
amination tel que decrit par C. KLINGUER et ai dans Tetrahedron Letters, 1996, 37, 40, 7259-7262. 
[0023] De facon particulierement avantageuse, la reaction de couplage entre ledit compose A active et ledit peptide 
totalement deprotege, fonctionnalise tel que decrit ci-dessus, permet d'eviter toute etape de deprotection des chatnes 
laterales du peptide avec un acide fort posterieurement a la reaction de couplage, ce qui permet d'utiliser, en tant que 
compose A, des acides gras sensibles. Le procede selon I'invention permet ainsi d'obtenir directement le peptide 
modifie, e'est-a-dire le peptide couple au compose A. 

[0024] Le procede selon I'invention permet de realiser une reaction chimioselective entre le groupement fonctionnel 
(groupement hydrazine ou derive d'hydrazine) introduit sur le peptide et le (ou les) compose(s) A actives ; en effet, la 
reaction s'effectue a un pH inferieur a 6, pH tel que les fonctions amines des chatnes laterales des lysines (fonction 
e-NH 2 ) ou des ornithines (fonction 6-NH 2 ) ou la fonction a-NH 2 N-terminale eventuellement presentes au sein de la 
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sequence peptidique sont proton nees et done peu reactives. Le controle du pH permet done d'acyler preferentiellement 
le groupement hydrazine ou derive d'hydrazine introduit sur le peptide, sans que les autres groupements fonctionnels 
des chaTnes laterales des acides amines constitutifs du peptide reagissent. 

[0025] La reaction de cou plage realisee au cours du procede selon la presente invention (etape b) s'effectue dans 
5 des conditions operatoires tres douces et, de facon particulierement avantageuse, ne necessite pas de travailler dans 
des conditions inertes, comme e'est le cas pour certains des precedes de I'Art anterieur, notamment ceux qui consistent 
a coupler un peptide a un acide gras par un lien disulfure. 

[0026] Selon un mode de mise en oeuvre avantageux du procede de couplage selon I'invention, ledit procede com- 
prend, en outre, une etape c) de purification du peptide modifie obtenu a i'etape b). 

10 [0027] Une telle purification est, de facon classique, realisee par chromatographie liquide haute performance. En 
comparaison a la purification d'un peptide modifie obtenu par un procede de couplage realise en phase solide, tel que 
decrit precedemment, la purification du peptide modifie obtenu par le procede de couplage conforme a la presente 
invention conduit a des rendements bien meilleurs, le peptide modifie obtenu a I'etape b) etant plus pur qu'un peptide 
modifie obtenu en phase solide. 

15 [0028] Selon un autre mode de mise en oeuvre avantageux du procede de couplage selon I'invention, apres I'etape 
a) d'activation de la fonction portee par le compose A, la fonction reactive correspondante portee par le compose A 
est selection nee dans le groupe eonstitue par les esters et les carbonates de succinimidyle, de sulfosuccinimidyle et 
d'aryle. 

[0029] A titre d'exemple d'esters et de carbonates d'aryle, on peut citer les esters et les carbonates de para-nitro- 
20 phenyle. 

[0030] Selon un autre mode de mise en oeuvre avantageux du procede de couplage selon I'invention, ledit groupe- 
ment derive d'hydrazine portee par le peptide est un groupement a-hydrazinoacetique (groupement de formule 
-CO-CH 2 -NH-NH 2 ). 

[0031] Selon une disposition preferee de ce mode de mise en oeuvre, prealabiement a i'etape b) du procede selon 
25 I'invention, ledit peptide est fonctionnalise par un groupement a-hydrazinoacetique, soit au niveau de son extremite 
N-terminale, soit au niveau de I'extremite de la chaine laterale d'une lysine ou d'une ornithine eventuellement presente 
a un endroit quelconque de la sequence peptidique, a Paide de I'acide N,N'-tri(Boc)hydrazinoacetique ou de I'acide N, 
N'-di(Boc)hydrazinoacetique. 

[0032] Selon une modalite preferee de cette disposition, la fonction nalisation dudit peptide par un groupement a- 
30 hydrazinoacetique, grace a I'acide N,N'-tri(Boc)hydrazinoacetique ou a I'acide N,N'-di(Boc)hydrazinoacetique, est sui- 
vie d'une etape de purification dudit peptide fonctionnalise par chromatographie liquide haute performance, a I'aide 
d'un eluant eonstitue d'un melange eau/alcool, de preference un melange eau/isopropanol, comprenant de I'acide 
trifluoroacetique Un tel eluant permet avantageusement d'eviter toute degradation du groupement a-hydrazinoacetique 
porte par le peptide. 

35 [0033] Selon un autre mode de mise en oeuvre avantageux du procede de couplage selon I'invention, ledit compose 
A est selectionne dans le groupe eonstitue par les lipides, les sucres, les alcools et les marcfueurs^de fluorescence. 
[0034] A titre d'exemple de marqueur de fluorescence utilisable, on peut citer, de facon non limitative, la fluoresceine 
ou la rhodamine. 

[0035] Selon une disposition preferee de ce mode de mise en oeuvre, lesdits lipides sont selectionnes dans le groupe 
40 eonstitue par les acides gras satures, les acides gras insatures et les sterols. En effet, le procede selon I'invention 
permet avantageusement de coupler a un peptide des acides gras complexes (mono- et polyinsatures) et, de maniere 
generate, tout acide carboxylique sensible. De preference, les lipides sus-mentionnes sont selectionnes dans le groupe 
eonstitue par I'acide palmitique, I'acide stearique, I'acide cis-9,10-epoxystearique, I'acide oleique, I'acide linoieique et 
le cholesterol. 

45 [0036] La presente invention a egalement pour objet un peptide modifie essentiellement eonstitue d'un peptide lie, 
par un lien hydrazide, a au moins un compose A selectionne dans le groupe eonstitue par les lipides, les sucres, les 
alcools et les marqueurs de fluorescence. 

[0037] Selon une disposition preferee de ce mode de realisation, le peptide modifie selon la presente invention est 
un oligopeptide essentiellement eonstitue d'un peptide lie, par un lien hydrazide, a au moins un lipide selectionne dans 
50 le groupe eonstitue par les acides gras satures, les acides gras insatures et les sterols. 

[0038] De preference, iedit, oligopeptide selon I'invention est essentiellement eonstitue d'un peptide lie, par un lien 
hydrazide, a au moins un lipide selectionne dans le groupe eonstitue par i'acide palmitique, I'acide stearique, I'acide 
cis-9,10-epoxystearique, I'acide oleique, I'acide linoieique etle cholesterol. 

[0039] La stabilite du lien hydrazide rend les peptides modifies solon I'invention particulierement interessants, puis- 
55 que le lien hydrazide est stable aussi bien in vivo que dans une gamme de pH tres large, En outre, le lien hydrazide 
est stable dans des conditions d'hydrogenation catalytique, ce qui permet, par exemple dans le cas de peptides modifies . 
par des acides gras insatures, la synthese de lipopeptides marques au tritium au niveau de la chaine grasse, utiles 
pour un suivi radioactif intracellulaire desdits lipopeptides et une meilleurs comprehension de leur mecanisme d'action. 
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[0040] La presente invention a egalement pour objet un vaccin synthetique et un reactif de diagnostic qui compren- 
nent au moins un peptide modifie selon la presente invention, tel que decrit ci-dessus. 

[0041] La presente invention a egalement pour objet {'utilisation du procede do couplage conforme a I'invention, tel 
que decrit ci-dessus, pour la preparation, d'un medicament comprenantun principe actif de nature peptidique vectorise, 
utile pour le ciblage cellulaire. 

[0042] La presente invention a, en outre, pour objet Putilisation del'acide N,N'-tri(Boc)hydrazinoacetique ou de I'acide 
N,N'-di(Boc)hydrazinoacetique pour fonctionnaliser un peptide destine a etre couple conforme ment au procede de 
couplage ci-dessus, dans le cas ou la groupement hydrazine porte par le peptide est un groupement a-hydrazinoace- 
tique, et ce prealablement a I'etape b), par un groupement a-hydrazinoacetique, soit au niveau de I'extremite N-termi- 
nals dudit peptide, soit au niveau de I'extremite de la chaTne laterale d'une lysine ou d'une ornithine eventueliement 
presente a un endroit quelconque de la sequence peptidique. 

[0043] II est bien entendu, toutefois, qu'un groupement a-hydrazinoacetique peut etre introduit sur ledit peptide, soit 
au niveau de I'extremite N-terminale dudit peptide, soit au niveau de I'extremite de la chaTne laterale d'une lysine ou 
d'une ornithine eventueliement presente a un endroit quelconque de la sequence peptidique, par tout procede connu 
de I'Homme de PArt ; par exemple, la fonctionnalisation d'un peptide par un groupement a-hydrazinoacetique peut etre 
realisee par une reaction de N-amination en phase solide, telle que decrite par C. KLINGUER ef a/, dans Tetrahedron 
Letters, 1996, 37, 40, 7259-7262, au moyen du reactif commercial N-Boc-3-(4-cyanophenyl)oxaziridine (BCPO). C'est 
le cas, par exemple, d'une reaction de N-amination effectuee au niveau d'un residu glycine situe en position N-terminale 
d'un peptide ou au niveau de la chaTne laterale d'une lysine ou d'une ornithine presente a un endroit quelconque de 
la sequence peptidique. 

[0044] Toutefois, etant donne le cout eleve du BCPO et le temps tres important requis pour une telle reaction, cette 
voie de synthese n'est adaptee qu'a la fonctionnalisation de produits a haute valeur ajoutee, synthetises en faible 
quantite. De facon particulierement avantageuse, I'utilisation de I'acide N,N'-tri(Boc)-hydrazinoacetique ou de I'acide 
N,N'-di(Boc)hydrazinoacetique selon la presente invention est plus simple et bien moins couteuse pour fonctionnaliser 
un peptide par un groupement a-hydrazinoacetique. Cette fonctionnalisation est effectuee en phase solide, le peptide 
fonctionnalise etant ensuite separe du support solide et deprotege selon des methodes connues de I'Homme de I'Art ; 
une etape de purification par chromatographic liquide haute performance peut ensuite etre effectuee, en utilisant 
I'eluant eau/alcool tel que decrit precedemment, qui permet avantageusement d'eviter toute degradation du groupe- 
ment a-hydrazinoacetique porte par le peptide. 

[0045] Outre les dispositions qui precedent, I'invention comprend encore d'autres dispositions qui ressortiront de la 
description qui va suivre, qui se refere a des exemples de mise en oeuvre du procede objet de la presente invention 
et de syntheses de peptides modifies selon la presente invention, ainsi qu'aux dessins annexes, dans lesquels : 

la figure 1 illustre la synthese des acides N,N'-tri(Boc)hydrazinoacetique4 et N,N'-di(Boc)hydrazinoacetique 4'; 
!a figure 2 illustre la synthese d'un hydrazinopeptide 6 a partir d'un peptide 5 et de I'acide N,N'-tri(Boc) 
hydrazinoacetique ; 

la figure 3 illustre la synthese des lipopeptides 11 , 12, 13, H, 16 et 18 selon le procede conforme a la presente 
invention, a partir de I'hydrazinopeptide 6 et des lipides 7, 8, 9, 10, 15 et 17, Su representant un groupe succini- 
midyle; 

la figure 4 illustre la synthese du lipopeptide 13 par hydrogenation catalytique du lipopeptide 12 ; 
la figure 5 illustre la synthese du lipopeptide 21 selon le procede conforme a la presente invention ; 
la figure 6 illustre la synthese du lipopeptide 23 selon le procede conforme a la presente invention. 

[0046] II doit etre bien entendu, toutefois, que ces exemples sont donnes uniquement a titre d 'illustration de I'objet 
de I'invention, dont ils ne constituent en aucune maniere une limitation. 

[0047] Dans les exemples qui suivent, les abreviations suivantes sont utilisees : eq. : equivalents ; Boc: ferf-buty- 
loxycarbonyl; B0C2O : ether de di(terf-butyloxycarbonyl) ; CH 2 CI 2 : dichloromethane; AcOH: acide acetique ; AcOEt: 
acetate d'ethyle ; Na 2 S0 4 : sulfate de sodium; KH 2 P0 4 : dihydrogenophosphate de potassium ; Na 2 HP0 4 : phosphate 
de disodium ; DMF: dimethylformamide ; DMAP : 4-dimethyl-aminopyridine ; PEG: polyethyleneglycol; PS: 
polystyrene ; CDCI 3 : chloroforme deutere; CD 3 C0 2 H : acide acetique d 3 ; TFA: acide trifluoroacetique ; Et 2 0 : diethy- 
lether; EDT : ethanedithiol; NMP: N-methylpyrrolidone; THF: tetrahydrofurane; HBTU: N-oxyde d'hexafluorophosphate 
de N-[(1H-benzotriazol-1-yl) (dimethylamino) methylene]-N-methylmethanaminium; HOBt: N- 
hydroxybenzotriazole ; x Bu : fert-butyle ; DIEA: diisopropylethylamine; Pmc: 2,2,5,7 ,8-pentamethylchroman-6-sulpho- 
nyle; Trt: trityle; Fmoc: 9-fluorenylmethoxycarbonyle ; Pbf: 2,2,4,6,7- pentamethyldihydro-benzofurane-5-sulfonyle ; 
BOP: benzotriazole-1-yl-oxy-tris(dimethylamino)-phosphoniumhexafluorophosphate ; HPLC: chromatographie liquide 
haute performance ; RP-HPLC : chromatographie liquide haute performance en phase inverse ; ES-MS : spectrom6trie 
de masse par electronebulisation; TOF: time-of-flight; MALDI: matrix-assisted laser desorption ionisation; RMN: reso- 
nance magnetique nucleaire; TOCSY : total correlation spectroscopy; PDMS: Spectrometrie de Masse a Desorption 
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de Plasma; PAL : peptide-amide linker. 

EXEMPLE 1 : Synthese des acides N,N'-tri(Boc)hydrazinoacetique4et N,N'-di(Boc)hydrazinoacetique 4* (figure 
1). 

5 

. 1) Synthese de I'acide N,N'-tri(Boc)hydrazinoacetique 4 
• Synthese du N-Boc hydrazinoacetate d'ethyle 2 

w [0048] 14.9 g (96.4 mmoles) de chlorhydrate d'hydrazinoacetate d'ethyle commercial \ et 26,1 g (119.5 mmoles) de 
B0C2O sont dissous dans 70 ml d'un melange eau/ethanol (1/1). Apres dissolution des reactifs, le milieu reactionnel 
est refroidi a 0°C. 13.2 ml de N-methylmorphoIine (119.5 mmoles) sont alors ajoutes au milieu reactionnel. Apres 15 
minutes d'agitation a 0°C, puis 2h a temperature ambiante, le melange est dilue dans 100 ml d'eau. La phase aqueuse 
est saturee avec du KH 2 P0 4 , puis extraite avec du diethylether (3 x 70 ml) et de Tether de petrole (2 x 70 ml). Les 

15 phases organiques sont reunies puis sechees sur Na 2 Sd 4 anhydre et enfin concentrees sous pression reduite. L'huile 
jaune obtenue (19.8 g, 91.1 mmoles, rendement : 94.5%) est sechee surdu pentaoxyde de phosphore (P 2 O s ) pendant 
une nuit. Le produit 2 ainsi obtenu, represents ci-dessous, est utilise sans autre forme de purification dans la suite de 
la synthese. 

20 



6 



25 




[0049] L'analyse du produit 2 est la suivante : RMN 1 H (CDCI 3> ref TMS, 300 MHz, 323 K) 6 : 4,19 (q, 2H, H 10 , 
Ji0-n= 7 . 18 Hz )» 411 ( s ' 2H . H s). 14 5 (m, 9H, H 1 2 3), 1-26 (t, 3H, H 11t J 11 . 10 =7.16 Hz). RMN 13 C (CDCI 3 , TMS, 75 
30 MHz, 323 K) 8: 175.51 et 174.38 (C 5 ), 161.76 et 160.83 (C 9 ), 85.89 et 85.23 (C 4 ), 65.57 et 65.46 (C 10 ), 57.41 (C 8 ), 
32.87, 32.78 et 32.63 (C^ C 2 , C 3 ), 18.70 (C^). Analyse elementaire calculee pour C 9 H 18 N 2 0 4 : C 49,53; H 8,31; N 
12,84; O 29,32 ; trouvee : C 49,78; H 8,36; N 12,33; O 29,27. 

• Synthese du N,N'-tri(Boc)hydrazinoacetate d'ethyle 3 

35 

[0050] Le compose 2 (19.86 g, 91.1 mmoles) est dissous dans 16 ml de CH 2 CI 2 sous atmosphere tnerte et en 
presence de 38.5 ml de Et 3 N (276 mmoles) a 0°C. Par ailleurs, 60.2 g (276 mmoles) de Boc 2 0 sont dissous dans 20 
ml de CH 2 CI 2 en presence de 3.4 g (27.6 mmoles) de DMAP a 0°C. Apres dissolution totale des reactifs, le melange 
compose 2 / Et 3 N est additionne gouttes a gouttes au melange Boc 2 0 / DMAP sous atmosphere inerte et a 0°C. Une 

40 fois I'addition terminee, la temperature du milieu reactionnel est progress ivement ramenee a temperature ambiante. 
Apres 2h d'agitation, le milieu est dilue avec 50 ml de CH 2 CI 2 . La phase organique est lavee avec une solution saturee 
en KH 2 P0 4 (3 x 75 ml), sechee sur sulfate de sodium puis concentree sous pression r6duite. L'huile jaune-orange 
residuelle est purifiee par filtration sur silice (40-60 microns, 160 g) avec un melange CH 2 CI 2 / AcOEt (97 : 3). L'huile 
jaune residuelle est sechee une nuit en presence de P 2 0 5 . 36.9 g (88.3 mmoles ; rendement : 96.9%) de produit 3 

45 sont ainsi obtenus. 

[0051] L'analyse du produit 3 par RMN est la suivante : RMN 1 H (CDCI 3 , ref TMS, 300 K) 5 : 4.16 (s, 2H), 3,71 (q, 
2H, J = 7 Hz), 1.46 (m, 27H), 1.23 (t t 3H, J=7 Hz). RMN 13 C (CDCI 3 , ref TMS, 300 K) 8 : 167.74 (C=0), 150.48 et 
150.23 (C=0), 83.68, 82.46 et 82.00 (C quaternaire), 60.98 et 58.40 (OCH 2 CH 3 ), 53.51 et 51.57 (CH 2 CO), 28.09 
((CH 3 ) 3 C), 18.42 et 14.20 (CH^jCH^. 
50 [0052] Analyse elementaire du produit 3 (formule brute : C^H^N^e) : C 54.53, H 8.19, N 6.69 (calculee), C 54.81, 
H 8.25, N 6.71 (trouvee). 

[0053] Analyse du produit 3 par spectrometrie de masse: MALDI-TOF [M+H] + calcuie : 419.5, trouve : 441.4 
[M+Na] + , 457.4 [M+K] + . 

55 • Synthese de I'acide N,N'-tri(Boc)hydrazinoac6tique 4 

[0054] Le compose 3 (15.05 g, 36.01 mmoles) est dissous dans 40 ml d'ethanol absolu. Le milieu est refroidi a 0°C 
et 39.6 ml (39.6 mmoles) d'une solution de soude molaire a 0°C sont ajoutes goutte a goutte. Apres 25 minutes d'agi- 
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tatibn a 0°C, le milieu reactionnel est neutralise par ajout, goutte a goutte, de 20 ml d'une solution d'acide citrique (634 
mg/ml) jusqu'a un pH de 4.0. Le melange est ensuite dilue avec 50 ml d'eau et extrait avec du diethyl ether (2 x 80 ml) 
puis du dichloromethane (2 x 80 ml). Les phases organiques sont reunies, lavees avec une solution saturee de NaCI 
(2 x 40 ml), puis sechees sur Na 2 S0 4 anhydre, filtrees et enfin concentrees sous pression reduite. L'huile residuelle 
5 est precipitee dans un melange diethyl ether (55 ml)/heptane (74 ml) a froid. Le produit obtenu 4, represents ci-dessous, 
est un solide blanc (9.63 g, rendement : 68.5%). 



10 



15 




16 



[0055] L'analyse du produit 4 est la suivante : RMN 1 H (DMSO-d 6 , ref TMS, 300 MHz, 300 K) 6: 4.04 (s, 2H, H 6 ), 
1.42 (m, 27H, H 1 . 3t10 . 12>15 . 17 ), RMN 1 3C (DMSO-cf 6 , ref TMS, 75 MHz, 300 K) 8: 169.3 (C 7 ), 153.5 et 149.8 (C 5il3i8 ), 
82.9 et 81 .7 et 81 .1 (C 4 9 13 ), 53.1 et 51 .2 (C 6 ), 27.8 (C^. 3 10 _ 12 15 . 17 ). Analyse elementaire calculee pour C 17 H 30 N 2 6 8 : 
25 C 52.30; H 7.74; N 7.17;' O 32.78 ; trouvee : C 52.26; H 7.77;N 7.22; O 32.63. 

2) Synthese de I'acide N,N'-di(Boc)hydrazinoacetique 4' 

[0056] Le compose 3 (36.9 g, 88.3 mmoles) dissous dans 135 ml d'ethanol est traite par 135 ml de soude molaire 
30 a 0°C. Apres 30 minutes d'agitation a 0°C, la temperature du milieu reactionnel est progressivement ramenee a tem- 
perature ambiante. Le melange est alors agite 3h30 a temperature ambiante. Le milieu reactionnel est ensuite dilue 
avec 110 ml d'eau et extrait avec du diethyl ether (2 x 80 ml). La phase aqueuse est acidifiee par ajout d'acide chlo- 
rhydrique 1 N jusqu'a un pH de 2. La reaction est exothermique. La phase aqueuse est alors extraite avec du dichlo- 
romethane (2 x 80 ml) puis du diethyl ether (2 x 80 ml). Les phases organiques sont reunies, lavees avec une solution 
35 saturee de KH 2 P0 4 , sechees sur Na 2 S0 4 anhydre, filtrees et enfin concentrees sous pression reduite. Le melange 
residuel est conserve pendant une nuit a 4°C puis il est recristallise dans un melange diethyl ether/heptane (90 ml/ 
120 ml) a froid. Le produit obtenu 4^, represente ci-dessous, est un solide blanc (17.9 g, 61.6 mmoles, rendement : 
69.8%). 

40 



45 



50 [0057] L'analyse du produit 4^ est la suivante : RMN 1 H (DMSO-d 6 , ref TMS, 300 MHz, 300 K) 5: 9.23 (s, 0.53H, H 6 ), 
9.16 (s, 0.26H, H 6 ), 8.84 (s, 0.14H, H 6 ), 8.74 (s, 0.07H, H 6 ), 3.97 (s, 2H, H 7 ), 1.39 (m, 18H, H 1-3(11 . 13 ). RMN 13 C 
(DMSO-ck, ref TMS, 75 MHz, 300 K)5: 170.10 (C 8 ), 155.04 et 154.19 (C 5 9 ), 80.15 et 79.54 (C 410 ), 54.6 et 53.1 (C 7 ) t 
27,93 (0^3, C n ^ 3 ). Analyse elementaire calculee pour C 12 H 22 N 2 0 6 : C 49,65; H 7.64; N 9.65; O 33.07 ; trouvee : C 
50.09; H 7.84; N 9.57; O 32.64. 

55 
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EXEMPLE 2 : Synthese et purification de I'hydrazinopeptide 6 (figure 2). 

• Synthese de I'hydrazinopeptide 6 

5 [0058] Le peptide 5 est elabore sur une resine Wang (0.73 mmol/g, Applied Biosystems, Foster City, USA), selon la 
strategie Fmoc/terf-butyle, telle que decrite par exemple par FIELDS et al. dans Int. J. Pept. Protein, 1990, 35, 161, 
et une activation HBTU/HOBt (voir SCHNOLZER et al dans Int. J. Pept. Protein Res., 1992, 40, 180), a Paide d'un 
synthetiseur de peptides Applied Biosystem 431 A (Foster City, USA). Les protections des chaines laterales sont : His 
(Trt), GlufO^u), Arg(Pmc), Lys(Boc). Eri fin de synthese, le groupement Fmoc de la fonction cc-NH 2 de I'arginine est 

10 deplace en presence de piperidine 20% dans le DMF. L'acide N,N'-tri(Boc)hydrazinoacetique 4 (1.2 eq) est ensuite 
introduit manuellement en utilisant Pactivation BOP in situ (BOP 1.2 eq, DIEA 3.6 eq dans le DMF durant 20 min), 
comme decrit par exemple par GAIRI et al. dans Tetrahedron Letters, 1990, 50, 7363. On pourrait egalement, en 
variante, utiliser Pacide N,N'-di(Boc)-hydrazinoacetique. La peptidyl-resine est lavee successivement avec du DMF, 
du dichloromethane, puis de Pether. Elle est ensuite sechee sous pression reduite durant 30 min. 

15 [0059] La coupure du lien peptide-resine ainsi que la deprotection des chaines laterales sont realisees en presence 
d'un melange TFA/H 2 0/aniso!e (1 g de resine seche/9.5 ml de TFA/0.25 ml d'anisole/0.25 ml d'H 2 0) sous agitation 
durant 2h a temperature ambiante. Le peptide 6 est precipite dans un melange Et 2 0/heptane (1/1) prealablement 
refroidi a 0° C (200 ml). Le precipite est centrifuge puis dissous dans un melange H 2 0/AcOH (5/1 ), congele et lyophilise. 

20 • Purification de I'hydrazinopeptide 6 

[0060] L'hydrazinopeptide 6 a ete purifie par HPLC sur une colonne C18 hyperprep en utilisant un gradient lineaire 
de 0% a 50% d'un melange TFA/eau/isopropanol (rapport eau/isopropanol de 2/3, le melange comprenant 0,05% de 
TFA) dans un melange 0.05% TFA/eau. Un tel eluant permet avantageusement d'eviter toute degradation du peptide. 
25 Le compose purifie est lyophilise et stocke a -20°C. 

[0061] La purete du compose purifie est controlee par HPLC analytique sur une colonne C18 Vydac en utilisant le 
meme systeme eluant que precedemment. L'identite du peptide 6 a ete verifiee par analyse ES-MS sur un spectrometre 
Micromass Quatro ([M+H] + calcule 1432.5, trouve 1432.7). 

30 EXEMPLE 3 : Synthese des lipopeptides 11, 12, 13, 14, 16 et 18 (figure 3). 

1) Synthese des composes 8, 9, 10, 15 et 17 

• Synthese des composes 8, 9, 15 et 17. 

35 ■ 

[0062] Dans le cas ou R (figure 3) represente la chaTne grasse d'un acide oleique, 10 mg (35.4 jimoles) d'acide 
oleique, 4.08 mg (35.4 uxnoles) de N-hydroxysuccinimide et 4.3 \i\ (27.2 u.moles) de diisopropylcarbodiimide sont dis- 
sous dans un melange THF/dichloromethane (175 u.l / 175 u,l). Apres une nuit a 0°C, le milieu est concentre sous 
pression reduite. L'huile residuelle (compose 8) est reprise dans 6.8 ml de 2-methyl-propane-2-ol. 
40 [0063] On procede de la meme maniere pour activer les acides stearique, linoleique et cis-9,10-epoxystearique, 
c'est-a-dire pour obtenir ces acides sous forme d'esters de succinimidyle (obtention des composes 9, 17 et 15 ). 

• Synthese du compose 10, 

45 [0064] 500 mg (1.13 mmoles)de chloroformiate de cholesteryle et 140.9 mg (1.22 mmoIes)de N-hydroxysuccinimide 
sont dissous dans 2 ml de dichloromethane a temperature ambiante. 170 pL (1.22 mmoles) de triethylamine sont 
ajoutes au milieu reactionnel. La reaction est exothermique et il se forme un precipite blanchatre. Apres 45 min d'agi- 
tation a temperature ambiante, le milieu est dilue avec 50 ml de dichloromethane et lave avec une solution de KH 2 P0 4 
saturee. La phase organique est sechee sur sulfate de sodium, filtree puis concentree sous pression reduite. Le corn- 
so pose 10 obtenu est un solide blanc (451 .6 mg, 0.85 mmoles, rendement: 76%). II s'agit d'un carbonate de cholesteryle 
active par le N-hydroxysuccinimide. 

2) Synthese du lipopeptide 11 

55 [0065] 6 mg (3 umoles) de I'hydrazinopeptide 6, dont la synthese a ete decrite dans Pexemple 2, sont dissous dans 
900 \i\ d'un tampon phosphate/citrate 0.25 mM, pH=5.2 (160.2 uJ d'une solution de Na 2 HP0 4 0.2 M et 139.8 uJ d'acide 
citrique 0.1 M complete a 1.2 ml avec de Peau). Le pH de I'hydrazinopeptide 6 en solution est reajuste si necessaire 
avec la solution de Na 2 HP0 4 0.2 M. 1 .48 mg (3.6 ji moles) de palmitate de succinimidyle 7 (Sigma) sont dissous dans 
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900 |xl de 2-methylpropane-2-ol. Les deux solutions sont ensuite melangees et agitees a temperature ambiante durant 
72 h. J 
[0066] L'utilisation d'un milieu mixte tampon/2-methy1-propane-2-ol permet a la fois de controler le pH du milieu 
reaction nel et d'assurer la bonne solubilit6 de I'hydrazinopeptide 6, de I'acide gras 7 et du lipopeptide final JM. De plus, 
5 ('introduction de la partie lipophile sur ie peptide se fait dans des conditions douces, autorisant ainsi 1'introduction 
d'acides gras sensibles aux acides forts. 

[0067] L'avancement de la reaction est suivi par HPLC sur une colonne C3 Zorbax (0 a 100% de solvant B a 0.05% 
TFA/80% acetonitrile/20% eau en 30 mn puis 5 min a 100% de solvant B, 1 ml/mn, detection a 215 nm). Apres 72 h ? 
le suivi par HPLC revele que la reaction est terminee. Le milieu reactionnel est alors dilue avec 5 ml d'un melange 

10 eau/acide acetique (80/20) et purifie sur une colonne C3 Zorbax en utilisant le systeme eluant precedent. Apres con- 
gelation et lyophilisation, le lipopeptide 11_ est obtenu avec un rendement de 61% (3.89 mg, 1.83 uxnoles). On obtient 
seulement 6% de lipopeptide diacyle (couplage du groupement palmityle non seulement sur ie groupement hydrazine 
du peptide 6, mais aussi sur la fonction amine situee sur la chatne laterale du residu lysine dudit peptide). 
[0068] Le lipopeptide 11 purifie est analyse par ES-MS (Micromass Quatro II Electrospray Mass Spectrometer). 

15 [M+ H] + calcule : 1 672. 1 , trouve : 1 67 1 .6. 

3) Synthese des lipopeptides 12, 13, 14, 16 et 18 

[0069] On procede de facon similaire a ce qui a ete decrit en 2) pour la synthese du lipopeptide 11, en faisant reagir 

20 I'hydrazinopeptide 6 avec, respectivement, les composes 8, 9, 10, 15 et 17. 

[0070] Seule la purification du lipopeptide 16 varie. Sa purification par HPLC est realisee a pH 7.0 sur une colonne 
C3 Zorbax en utilisant I'eluant suivant : de 100% de solvant A (tampon phosphate 50 mM, pH 7.0) a 100% de solvant 
B (tampon phosphate 50 mM, pH 7.0, comprenant 50% d'isopropanol) en 100 minutes, a raison de 3 ml/minute et a 
50°C, la detection s'effectuant a 215 nm. Le compose 16 ainsi obtenu est ensuite dessale en utilisant les conditions 

25 suivantes: colonne polystyrene-divinylbenzene, gradient de 100% de solvant A (eau comprenant 0,05% de triethyla- 
mine) a 100% de solvant B (melange eau/acetonitrile 20/80 comprenant 0,05% de triethylamine) en 10 minutes, a 
raison de 4 ml/minute et a 50°C, la detection s'effectuant a 215 nm. 

[0071] La caracterisation des lipopeptides 12, 13, 14, 16 et 18 par ES-MS et les re n dements obtenus pour les dif- 
ferents lipopeptides sont les suivants (tableau I) : 

30 

Tableau I 



40 



lipopeptide 


groupe lipophile 


[M+H] + calcule 


[M+H] + trouve 


rendement 


12 


oleyle 


1697.2 


1697.8 


53% 


11 


stearyle 


1699.2 


1699.5 


65% 


14 


cholesteryle 


1845.6 


1845.7 


56% 


16 


cis-9, 1 0-epoxystearyle 


1713.2 


1713.5 


53% 


18 


linoleyle 


1695.2 


1695.5 


51% 



[0072] On obtient seulement 6, 7 et 8% respectivement de lipopeptides diacyles lors des syntheses des lipopeptides 
12, 13 et 14. 

EXEMPLE 4 : Synthese du lipopeptide 13 par hydrogenation catalytique du lipopeptide 12 (figure 4). 

[0073] 500 jig de palladium sur charbon a 10% en suspension dans 600 \x\ d'une solution a 20% d'acide acetique 
concentr6 dans I'eau sont ajoutes a 5 mg (2.3 u^moles) du compose 12, obtenu de la facon decrite dans I'exemple 
precedent, dissous dans 300 uJ de la meme solution. Apres 4 h d'agitation a temperature ambiante sous atmosphere 
d'hydrogene, 1.64 mg de palladium sur charbon en suspension dans 100 \i\ d'acide acetique glacial sont ajoutes au 
milieu reactionnel. Apres 20 h, la conversion est totale et le milieu est filtre sur celite et lave avec une solution a 20% 
d'acide acetique dans I'eau (3x3 ml), puis du methanol (3 x 3 ml). Le filtrat est concentre sous pression reduite, 
congele puis lyophilise. Le compose ainsi obtenu est purifie par HPLC sur une colonne C3 Zorbax en utilisant un 
gradient lineaire de 0% a 55% d'un melange eau/acetonitrile/TFA (1/4 en eau/acetonitrile, avec 0,05%de TFA) dans 
un melange 0.05% TFA/eau (eau comprenant 0,05% de TFA). Le compose purifie (2.55 mg, 1 .2 mmoles, rendement : 
52%) est lyophilise et stocke a -20%. 

[0074] La purete du compose purifie est controlee par HPLC analytique sur une colonne C3 Zorbax en utilisant le 
meme systeme eluant que precedemment. Le compose est identifie par ES-MS : [M+H] + calcule : 1699.2, trouve : 
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1699.6. 

EXEMPLE 5 : Synthase du iipopeptide 21 (figure 5). 

5 1) Synthese de I'hydrazinopeptide 19. 

[0075] L'hydrazinopeptide 19 a ete synthetise sur 0,25 mmol (357.1 mg) de resine Rink Amide aminomethyl-polys- 
tyrene comprenant 1% de divinylbenzene (0,70 mmol/g, 100-200 Mesh, Senn Chemicals AG) en utilisant la strategie 
Fmoc/ferf-butyle telle que decrite par exemple par FIELDS etal. Int. J. Pept Protein, 1990, 35, 161, et une activation 
10 HBTU/HOBt (SCHNOLZER et al, Int. J. Pept. Protein Res., 1992, 40, 180), a I'aide d'un synthetiseur de peptides 
Applied Biosystem 431A (Foster City, USA). Les groupements protecteurs Fmoc sont elimines a I'aide d'une solution 
de piperidine a 20% dans le DMF. 

[0076] La fonction a-NH 2 est modifiee en utilisant la procedure de N-amination electrophile en phase solide mise 
au point par C. KLINGUER etal. (Tetrahedron Letters, 1996, 37, 40, 7259-7262). L'hydrazinopeptide obtenu est de- 
15 protege et coupe de la resine en utilisant 10 ml d'une solution de TFA (94% TFA, 2,5% H 2 0, 2,5% thioanisole, 1% 
triisopropylsilane) pendant 1 h30 sous agitation. Le compose est ensuite precipite dans 100ml d'une solution Et 2 0/pen- 
tane 1/1. Apres precipitation et elimination du surnageant, le culot estdissous dans de I'acide acetique a 10%, congele 
et lyophilise. 

[0077] L'identite de I'hydrazinopeptide 19 est verifiee par PDMS-TOF sur un Spectrometre de Masse a Desorption 

20 de Plasma Bio-ion 20. [M+H] + calcule: 895.5, observe : 895.9. 

[0078] La purification de l'hydrazinopeptide 1j* est realisee sur une colonne preparative C3 Zorbax (30° C, detection 
a 235 nm, tampon A= H 2 0 100%/TFA 0,05%, tampon B= alcool isopropylique 40%/H 2 O 60%/TFA 0,05%, debit de 2 
ml/minute, de 0 a 70% en B en 70 minutes). Apres congelation et lyophilisation, l'hydrazinopeptide V9 est obtenu avec 
un rendement de 56%. La purete du produit apres lyophilisation est verifiee par RP-HPLC dans les memes conditions 

25 qu'indiquees precedemment. 

2) Synthese du Iipopeptide 21. 

[0079] 5.06 mg d'hydrazinopeptide 19 sont dissous dans 791 \i\ de tampon citrate-phosphate pH 5.11. 1.1 eq. (4,12 
30 urnol) de palmitate de succinimidyle 7 (Su representant un groupe succinimidyle) dissous dans 791 uJ de l BuOH sont 
alors ajoutes. Le suivi de la reaction est realise par RP-HPLC sur une colonne C3 Zorbax. Apres 48 h, le milieu reac- 
tionnel est purifie sur colonne preparative C3 Zorbax (30°C, detection a 215 nm, tampon A = H 2 0 100%/TFA 0,05%, 
tampon B = acetonitrile 80%/H 2 O 20%/TFA 0,05%, debit de 3 ml/minute, de 0 a 70% en B en 70 minutes). Le rendement 
en Iipopeptide 21^ est de 60%. 

35 

EXEMPLE 6 : Synthese du Iipopeptide 23 (figure 6). 

1) Synthese de l'hydrazinopeptide 22. 

40 [0080] Le peptide 22 est elabore sur une resine Fmoc-PAL-PEG-PS (0,16 mmol/g, Perseptive) selon la strategie 
Fmoc/ferf-butyle et une activation HBTU/HOBt (voir I'exemple 2) sur un synthetiseur de peptides Pioneer-Perseptive. 
Les protections des chames laterales des acides amines sont les suivantes : His(Trt), Asn (Trt), Glu(O t Bu), Arg(Pbf), 
Lys(Boc), Ser(*Bu). En fin de synthese, !e groupement Fmoc de la fonction a-NH 2 de I'alanine est elimine en presence 
de piperidine a 20% dans le DMF. L'acide N,N'-tri(Boc)hydrazinoacetique (1,2 eq.) est ensuite introduit manuellement 

45 en utilisant I'activation BOP in situ (BOP : 1,2 eq., DIEA : 3,6 eq. dans le DMF durant 20 minutes). La peptidyl-resine 
est lavee successivement avec du DMF, du dichloromethane, puis de Tether. Elle est ensuite sechee sous pression 
reduite pendant 30 minutes. La coupure du Hen peptide-resine ainsi que la deprotection des chames laterales sont 
realisees en presence d'un melange TFA/phenol/ethanedithio!/thioanisole/H 2 0 (1 g de resine seche / 10 ml de TFA / 
0,25 ml d'ethanedithiol / 0,25 ml d'H 2 0 / 0,25 ml de thioanisole / 0,75 g de phenol) sous agitation durant 3h30 a 

50 temperature ambiante. Le peptide est precipite dans 200 ml d'un melange Et 2 0/heptane (1/1) prealablement refroidi 
a 0°C. Le precipite est centrifuge puis dissous dans un melange H 2 0/AcOH (5/1), congele et lyophilise. On obtient 
263 mg de peptide brut a partir de 0,072 mmole de resine. 

[0081] L'hydrazinopeptide 22 a ete purifie par HPLC sur une colonne C3 Zorbax en utilisant un gradient lineaire de 
0% a 50% en 70 minutes d'un melange 0,05% TFA/eau/isopropanol (273) dans un melange 0,05% TFA/eau. Le com- 
55 pose purifie (43 mg) est lyophilise et stocke a -20°C. L'analyse de l'hydrazinopeptide 22 par ES-MS est la suivante : 
[M+H] + calcule : 4645.5, trouve : 4645.7. Son analyse en acides amines est la suivante : Lys(3) : 2,8 ; Arg(6) : 6,0 ; 
Glu(7):7,3; Ala(2) : 1,9. 



11 



EP 1 206 482 B1 



2) Synthese du lipopeptide 23. 

[0082] Le lipopeptide 23 est obtenu a partir du compose 7 et de Thydrazinopeptide 22, selon le mode operatoire 
decrit precedemment pour la synthese du lipopeptide II est obtenu avec un rendement de 40%, apres purification. 
5 L'analyse par ES-MS (Micromass Quatro II Electrospray Mass Spectrometer) du lipopeptide 23 donne les resultats 
suivants : [M+H] + calcule : 4883.5, trouve : 4883.7. 

EXEMPLE 7 : Analyse et quantification de I'expression des molecules de classe II du Complexe Majeur d'His- 
tocompatibilite (CMM), a la surface des cellules, induite par incubation de ces cellules avec des peptides mo- 
10 difies conformes a Pinvention. 

1 ) Peptides et lipopeptides utilises. 

[0083] On utilise tes peptides denommes Mu-Gly, MuSc-Gly, 22 et 22Sc, ainsi que les lipopeptides Mu-Gly-palm, 
15 MuSc-GIy-palm, 23 et 23Sc. Le terme «Sc» designe une version « scramble » du peptide, a savoir une sequence 
peptidique dans laquelle les acides amines (leur ordre dans la sequence) ont ete melanges. Le terme « palm» designe 
un groupement palmitoyle. 

[0084] Le peptide 22 et le lipopeptide 23 ont ete prepares comme indique dans Pexemple 6. Le peptide 22Sc (version 
« scramble » du peptide 22) presente la sequence suivante : 

20 

H 2 N-NH-CH 2 CO-PSRENQNAVKIQKLSWLRREQKHRVERLAFRNQSLPF-NH 2 

[0085] Le peptide 22Sc a ete prepare sur une resine Rink amide MB HA PS (0,25 mmole, 0,74 mmol/g, Applied 

25 Biosystems, Foster City, USA) selon la strategie Fmoc/ferf-butyle, sur un synthetiseur de peptides Applied Biosystem 
430 A. A la fin de la synthese et apres deprotection du groupement amino N-terminal, la moitie de la peptidyl-resine 
(125 fimoles) est traitee en presence de 63,4 mg (162 umoles) d'acide N.N'-tritBocJhydrazinoacetique, de 84,6 mg 
(162 nxnoles) de PyBOP et de 85,2 \i\ (486 umoles) de DIEA dans le DMF pendant 30 minutes. La coupure et la 
deprotection du peptide 22Sc a ete realisee en presence d'un melange TFA/H 2 0/phenol/EDT/thioanisole (1g de resine 

30 seche/10,0 ml de TFA/0,5 ml d'H 2 O/0 f 75g de phenol/0,25 ml d'EDT/0,5 ml de thioanisole). Apres precipitation dans 
un melange ether/heptane (1/1), centrifugation, congelation et lyophilization, 22Sc a ete purifie par RP-HPLC comme 
le peptide 22. Une fois lyophilise, le peptide 22Sc (117,5 mg, 15,9%) a ete stocke a -20°C. Son analyse en acides 
amines est la suivante : Lys(3) : 2,6 ; Arg(6): 6,0 ; Glu(7) : 7,4 ; Ala(2) : 1,9. Son analyse par ES-MS est la suivante : 
[M+H] + calcule 4645,4 ; trouve 4645,6. 

35 [0086] Le peptide 23Sc (version « scramble » du peptide 23) . presente la sequence suivante : 
palm-NH-NH-CH 2 CO-PSRENQNAVKIQKLSWLRREQKHR-VERLAFRNQSLPF-NH 2 . Le peptide 23Sc a ete prepare 
de la meme maniere que le peptide 23, mais a partir du peptide 22Sc au lieu du peptide 22. Le couplage a ete effectue 
a I'aide de 15,27 mg de peptide 22Sc. Le peptide 23Sc a ete purifie sur une colonne C3 Zorbax preparative en utilisant 
un gradient lineaire de 20 a 60%, en 100 minutes, d'un solvant B (acetonitrile 80%/eau 20%/TFA 0,05%) dans un 

40 solvant A (eau/TFA 0,05%). La temperature est de50°C, le debit d'elution est de 3 ml/minute et la detection est effectuee 
a 215 nm. Apres congelation et lyophilisation, 2,46 mg (rendement de 16%) de peptide 23Sc ont ainsi ete obtenus. La 
purete de ce produit purifie est controlee par RP-HPLC sur une colonne C3 Zorbax en utilisant un gradient de 0 a 
100%, en 60 minutes, du solvant B dans le solvant A (1 ml/minute, 215 nm, 50°C). Un controle croise est realise par 
electrophorese capillaire en utilisant un tampon citrate 20 mM, pH 3,0 a 40°C, 30 kV sur 10 minutes. L'analyse du 

45 produit 23Sc par ES-MS est la suivante : [M+H] + calcule 4883,8 ; trouve 4882,5. 

[0087] Les peptides et lipopeptides Mu-Gly, MuSc-Gly, Mu-Gly-palm et MuSc-GIy-palm presentent respectivement 
les sequences suivantes : 

so Mu-Gly : H 2 NCH 2 COAKFEVNNPQVQRQAFNELIR- 

VVHQLLPESSLRKRKRSR-NH 2 

ss MuSc-Gly : H 2 N-CH 2 CO-PSRJENQNAVKIQKLS WLR- 

REQKHRVERLAFRNQSLPF-NH 2 
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Mu-Gly-palm : palm-NHCH 2 CO-AKFEVNNPQVQRQAFNELIR- 
VVHQLLPESSLRKRKRSR-NH 2 

5 

MuSc-Gly-palm : palm-NHCH 2 CO-PSRENQNAVKIQKLSVVLR- 
REQKHRVERLAFRNQSLPF-NH 2 

10 [0088] Ces peptides ont ete obtenus par synthese peptidique en phase solide selon des protocoles standards, en 
utilisant la strategie Fmoc/ferf-butyle. Pour les lipopeptides Mu-Gly-palm et MuSc-Gly-palm, apres Pelongation de la 
sequence peptidique et la deprotection de la glycine en position N-terminale avec de la piperidine a 20% dans le DMF, 
I'acide palmitique (4 eq.) a ete couple en utilisant une activation HBTU/HOBt/DlEA : 4 eq / 4 eq / 12 eq (equivalents 
par rapport aux fonctions amines) dans le DMF pendant 40 minutes. La coupure et la deprotection des peptides a ete 

15 realisee en presence d'un melange TFA/H 2 0/pnenol/EDT/thioanisole (1g de resine seche/1 0,0ml de TFA/0,5 ml d'H 2 0/ 
0,75g de phenol/0,25 ml d'EDT/0,5 ml de thioanisole). Les peptides et lipopeptides ont ete purifies avant utilisation. 
[0089] Ainst, les peptides 22, 23, Mu-Gly et Mu-Gly-palm comprennent la meme sequence peptidique de 38 acides 
amines, lis different en ce qu'ils comprennent ou non une chalne grasse d'acide palmitique, et au niveau de la nature 
de la liaison chimique de la chaine grasse a la sequence peptidique. 

20 

2) Protocole de quantification de I'expression des molecules de classe II du Complexe Majeur d'Htstocompatibilite 
(CMH) a la surface des cellules. 

[0090] Les cellules COLO 205 (lignee cellulaire humaine issue d'un carcinome de colon) proviennent de la banque 
25 de cellules ATCC (American Type Culture Collection). Elles sont cultivees en milieu RPMI 1640 (Gibco BRL, Courbe- 
voie, France) avec 10% de serum de veau foetal (SVF) et 5 mM de pyruvate de sodium, et incubees a 37°C en presence 
de 5% de C0 2 . Les cellules sont stimulees pendant 24 heures avec differentes concentrations (35, 50 ou 65 |iM) de 
peptides ou de lipopeptides. Les cellules sont ensuite marquees pendant 1 heure a 4°C avec 10 uJ d'anticorps de 
souris anti-HLA DR de classe-ll, couple a la FITC (clone TAL, 1B5, Cymbus Biotechnology Ltd, Hants, Grande-Breta- 
30 gne) dans 10% de SVF/PBS, puis lavees 3 fois par du SVF/PBS. 

[0091] L'expression de surface des molecules de classe II du CMH est analysee par cytometrie de flux sur un cyto- 
metre Coulter EPICS II, a raison de 10 000 evenements par echantillon. L'intensite de fluorescence observee est 
directement pro portion nelle a la quantite de molecules de classe II du CMH presente a la surface des cellules. La 
moyenne de fluorescence observee pour les cellules non traitees et pour les cellules traitees (colonne « Moyenne» 
35 dans le tableau II) permet de calculer un rapport entre la moyenne de fluorescence des cellules traitees et la moyenne 
de fluorescence des cellules non traitees (colonne « Rapport » dans le tableau II). 

3) Resultats. 

40 [0092] Les resultats obtenus sont rassembles dans le tableau II. 



Tableau II 



Nom du produit 


35 (iM 


50 f±M 


65 nM 




Moyenne 


Rapport 


Moyenne 


Rapport 


Moyenne . 


Rapport 


Mu-Gly-palm 


6,53 


8,9 


6,43 


8,45 


2,71 


3,6 


MuSc-Gly-palm 


7,23 


9,86 


7,45 


10,16 


9,76 


13,31 


Mu-Gly 


1,40 


1,9 


1,31 


1,78 


1,93 


2,6 


MuSc-Gly 


1,47 


2 


1,69 


2,3 


1,82 


2,48 


23 


7,35 


10,2 


8,02 


10,94 


13,3 


18,14 


23Sc 


4,72 


9,16 


4,51 


6,15 


5,55 


7,5 


22 


1,13 


1,5 


1,11 


1,5 


1,25 


1,70 


22Sc 


1,36 


1,8 


1,60 


2,18 


1,67 


2,27 



[0093] On remarque que les produits non derivatises par une chalne palmitique (peptides Mu-Gly et 22) ne condui- 
sent pas a une augmentation de I'expression de CMH II, compare aux versions « scramble », a savoir MuSc-Gly et 
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22Sc t respectivement. En revanche, le lipopeptide 23 induit une expression de CMH II dose dependante, compare a. 
la version « scramble » 23Sc . Cette expression est done specifique de la sequence et de la presence de la chame 
lipophite liee au peptide via un lien hydrazide. Ainsi, le couplage en solution d'un hydrazinopeptide avec un acide gras 
active pour I'obtention du lipopeptide correspondant, conduit a un produit qui est capable de passer la membrane des 

5 cellules et d'atteindre une cible intracytoplasmique. 

[0094] Le lipopeptide 23 donne des resultats superieurs au lipopeptide synthetise de maniere standard (Mu-Gly- 
palm). D'autres experiences ont montre que les resultats etaient comparables entre les lipopeptides 23 et Mu-Gly- 
palm. Dependant, le lipopeptide 23 a une purete bien superieure a celle du lipopeptide Mu-Gly-palm. De plus, Ins- 
pection des cellules traitee par les lipopeptides montre que le lipopeptide 23 conforme a I'invention est beaucoup moins 

10 cytotoxique pour les cellules que le peptide standard Mu-Gly-palm. 

EXEMPLE 8 : Utilisation de I'acide N,N , -di(Boc)hydrazinoacetique pour fonctionnaliser un peptide parun grou- 
pement a-hydrazinoacetique 

15 [0095] La peptidyl-resine de formule Fmoc-G-R(Pmc)-K(Boc)-R(Pmc)-S(tBu)-H(Trt)-A-G-Y(tBu)-Q(Trt)-T(tBu)-l-0- 
resine a ete synthetisee sur support solide selon la strategie Fmoc/fert-butyle en utilisant une resine Wang, telle que 
decrite dans I'exemple 2. 143,9 mg (33,7 u.mol) de cette peptidyl-resine sonttrattes, pendant 2 minutes puis pendant 
20 minutes, par le melange piperidine/NMP (20/80) afin de deproteger la fonction amine terminate. 
[0096] 11,7 mg d'acide N,N'-di(Boc)hydrazinoacetique (40,4 u.mol, 1 ,2 eq.) sont solubilises dans 500 uJ de NMP en 

20 presence de 5,5 mg d'HOBt (40,4 u.mol, 1,2 eq.) et de 15,3 mg d'HBTU (40,4 u.mol, 1,2 eq.). L'addition de 21 jxl de 
DIEA conduit a Tester d'hydroxybenzotriazole active non isole et immediatement ajoute a la peptidyl-resine. Apres 45 
minutes de couplage, le test de Kaiser (Anal. Biochem., 1970, 34, 595) est encore positif. On effectue done un second 
couplage, dans les memes conditions, et on obtient cette fois un test de Kaiser negatif. 

[0097] La peptidyl-resine est traitee par 1 ,5 ml d'un melange TFA/phenol/EDT/thioanisole/eau (1 0 ml/0,75 g/0,25 
25 ml/0,25 ml/0,5 ml) pendant 1 h 30. Le peptide est precipite dans un melange ether ethylique/heptane refroidi a -20°C 
(2 x 20 ml). Le surnageant est elimine. Le peptide precipite est resolubiiise dans 1 mi d'acide acetique. 5 ml d'eau sont 
ensuite ajoutes, la solution est degazee a I'azote, congelee et lyophilisee. Le peptide brut obtenu est purifie par 
RP-HPLC sur une colonne C18 nucleosil. Eluant A: TFA 0,05% dans I'eau. Eluant B : eau/propan-2-ol (60/40) com- 
prenant 0,05% de TFA. Le gradient est le suivant : de 0 a 60% de B en 60 minutes, le produit d'interet etant elue au 
30 bout de 23 minutes. Apres purification, on obtient 1 9,9 mg de peptide pur (rendement : 29,7%), fonctionnalise au niveau 
de son extremite N-terminale par une fonction a-hydrazinoacetique. Son analyse par ES-MS est la suivante : [M+H] + 
calcule : 1545,6 ; trouve : 1545,4. 



35 Revendications 

1. Procede de couplage entre un peptide et au moins un compose A, de nature non peptidique, portant une fonction 
selectionnee dans le groupe constitue par les fonctions acide carboxylique et les fonctions alcool, caracterise en 
ce que ledit couplage comprend une etape de realisation, en solution, d'un lien hydrazide entre ledit peptide et 

40 ledit compose A. 

2. Procede de couplage selon la revendication 1 , caracterise en ce qu'il comprend, pour realiser ledit lien hydrazide, 
les etapes suivantes.: 

45 a) activation de la fonction portee par ledit compose A en une fonction reactive correspondante, respectivement 

selectionnee dans le groupe constitue par les fonctions esters et les fonctions carbonate, lorsque le compose 
A porte respectivement une fonction acide carboxylique et une fonction alcool ; et . 

b) reaction, en solution et a un pH inferieur a 6, entre ledit compose A active obtenu en a) et un peptide, 
totalement deprotege, portant au moins un groupement hydrazine ou derive d'hydrazine soit au niveau de son 
so extremite N-terminale, soit au niveau de I'extrernite de la chame laterale d'une lysine ou d'une ornithine even- 

tuellement presente a un endroit quelconque de la sequence peptidique. 

3. Procede selon la revendication 2, caracterise en ce qu'il comprend, en outre, une etape c) de purification du 
peptide modifie obtenu a Petape b). 

55 

4. Procede selon la revendication 2 ou la revendication 3, caracterise en ce que, apres I'etape a) d'activation de la 
fonction portee par le compose A, la fonction reactive correspondante portee par le compose A est selectionnee 
dans le groupe constitue par les esters et les carbonates de succinimidyle, de sulfosuccinimidyle et d'aryle. 



14 



EP 1 206 482 B1 



5. Procede selon Tune quelconque des revendications 2 a 4, caracterise en ce que ledit groupement derive d'hy- 
drazine portee par le peptide est un groupement a-hydrazinoacetique. 

6. Procede selon la revendication 5, caracterise en ce que, prealablement a I'etape b), ledit peptide est fonctionnalise 
5 par un groupement a-hydrazinoacetique, soit au niveau de son extremite N-terminale, soit au niveau de I'extremite 

de la chame laterale d'une lysine ou d'une ornithine evenfuellement presente a un endroit quelconque de la se- 
quence peptidique, a I'aide de I'aride N,N'-tri(Boc)hydrazinoacetique ou de I'acide N,N'-di{Boc)hydrazinoacetique. 

7. Procede selon la revendication 6 t caracterise en ce que la fonctionnalisation dudit peptide par un groupement 
10 a-hydrazinoacetique est suivie d'une etape de purification dudit peptide fonctionnalise par chromatographic liquide 

haute performance, a I'aide d'un eluant constitue d'un melange eau/alcool, de preference un melange eau/iso- 
propanol, comprenant de I'acide trifluoroacetique. 

8. Procede selon Tune quelconque des revendications precedentes, caracterise en ce que ledit compose A est 
15 selectionne dans le groupe constitue par les lipides, les sucres, les alcools et les marqueurs de fluorescence. 

9. Procede selon la revendication 8, caracterise en ce que lesdits lipides sont selectionnes dans le groupe constitue 
par ies acides gras satures, les acides gras insatures et les sterols. 

20 1 o. Procede selon la revendication 9, caracterise en ce que lesdits lipides sont selectionnes dans le groupe constitue 
par I'acide palmitique, I'acide stearique, I'acide cis-9,10-epoxystearique, I'acide oleique, i'acide linoleique et le 
cholesterol. 

11. Peptide modifie, caracterise en ce qu'il est essentiellement constitue d'un peptide lie, par un lien hydrazide, a au 
25 moins un compose A selectionne dans le groupe constitue par les lipides, les sucres, les alcools et les marqueurs 

de fluorescence. 

1 2. Peptide modifie selon la revendication 11 , caracterise en ce qu'il s'agit d'un oligopeptide essentiellement constitue 
d'un peptide lie, par un lien hydrazide, a au moins un lipide selectionne dans le groupe constitue par les acides 

30 gras satures, les acides gras insatures et les sterols. 

1 3. Peptide modifie selon ia revendication 1 2, caracterise en ce qu'il s'agit d'un oligopeptide essentiellement constitue 
d'un peptide lie, par un iien hydrazide, a au moins un lipide selectionne dans le groupe constitue par I'acide pal- 
mitique, I'acide stearique, I'acide cis-9,10-epoxystearique, I'acide oleique, I'acide linoleique et le cholesterol. 

35 

14. Vaccin synthetique, caracterise en ce qu'il comprend au moins un peptide modifie selon Tune quelconque des 
revendications 11 a 13. 

15. Reactif de diagnostic, caracterise en ce qu'il comprend au moins un peptide modifie selon Tune quelconque des 
40 revendications 11 a 13. 

16. Utilisation du residu du procede selon I'une quelconque des revendications 1 a 10 pour la preparation d'un medi- 
cament comprenant un principe actif de nature peptidique vectorise, utile pour le ciblage cellulaire. 

45 

Patentanspruche 

1. Verfahren zur Kupplung zwischen einem Peptid und mindestens einer Verbindung A, mit nichtpeptidartiger Be- 
schaffenheit, die eine Funktion, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus den Carbonsaurefunktionen und den 

50 Alkoholfunktionen, aufweist, dadurch gekennzeichnet, dass die Kupplung einen Schritt der Bildung einer Hy- 

drazidbindung bzw. eines Hydrazidbindegliedes zwischen dem Peptid und der Verbindung A in Losung umfasst. 

2. Verfahren zur Kupplung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass es zum Bilden der Hydrazidbindung 
bzw. des Hydrazidbindegliedes die folgenden Schritte umfasst: 

55 

a) Aktivierung der Funktion, welche die Verbindung A aufweist, zu einer entsprechenden reaktiven Funktion, 
ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus den Esterfunktionen und den Carbonatfunktionen, wenn die Ver- 
bindung A eine Carbonsaurefunktion bzw. eine Alkoholfunktion aufweist; und 
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b) Reaktion in Losung und bei einem pH unter 6 zwischen der bei a) erhaltenen aktivierten Verbindung A und 
einem Peptid, von dem alle Schutzgruppen entfernt sind und das mindestens eine Hydrazingruppe oder ein 
Hydrazinderivat entweder an seinem N-terminalen Ende oder am Ende der Seitenkette eines Lysins Oder 
eines Ornithins aufweist, das gegebenenfalls an einem beliebigen Ort der Peptidsequenz vorhanden ist. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass es aufierdem einen Schritt c) der Reinigung des in 
Schritt b) erhaltenen modifizierten Peptids umfasst. 

4. Verfahren nach Anspruch 2 oder Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass nach dem Schritt a) der Aktivierung 
der Funktion, welche die Verbindung A aufweist, die entsprechende reaktive Funktion, welche die Verbindung A 
aufweist, ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus den Estern und den Carbonaten von Succinimidyl, von 
Sulfosuccinimidyl und von AryL 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 2 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass die von Hydrazin abgeleitete Grup- 
pe, welche das Peptid aufweist, eine a-hydrazinoessigsaure Gruppe ist. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass vor dem Schritt b) das Peptid durch eine a-hydra- 
zinoessigsaure Gruppe entweder an seinem N-terminalen Ende oder am Ende der Seitenkette eines Lysins oder 
eines Ornithins, das gegebenenfalls an einem beliebigen Ort der Peptidsequenz vorhanden ist, mit Hilfe von N, 
N'-Tri(Boc)hydrazinoessigsaure oder von N,N'-Di(Boc)hydrazinoessigsaure funktionalisiert wird. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass auf die Funktionalisierung des Peptids durch eine 
a-hydrazinoessigsaure Gruppe ein Schritt der Reinigung des funktionalisierten Peptids durch Hochleistungsflus- 
sigchromatografie mittels eines Elutionsmittels, das aus einem Wasser/Alkohol-Gemisch, vorzugsweise einem 
Wasser/lsopropanol-Gemisch, das Trifluoressigsaure umfasst, besteht, folgt. 

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dass die Verbindung A aus- 
gewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus den Lipiden, den Zuckern, den Alkoholen und den Fluoreszenzmarkem. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass die Lipide ausgewahlt sind aus der Gruppe beste- 
hend aus den gesattigten Fettsauren, den ungesattigten Fettsauren und den Sterolen. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass die Lipide ausgewahlt sind aus der Gruppe beste- 
hend aus Palmitinsaure, Stearinsaure, cis-9,10-Epoxystearinsaure, Olsaure, Linolsaure und Cholesterin. 

11. Modifiziertes Peptid, dadurch gekennzeichnet, dass es im Wesentlichen besteht aus einem Peptid, das durch 
eine Hydrazidbindung bzw ein Hydrazidbindeglied an wenigstens eine Verbindung A gebunden ist, die ausgewahlt 
ist aus der Gruppe bestehend aus den Lipiden, den Zuckern, den Aikoholen und den Fluoreszenzmarkem. 

12. Modifiziertes Peptid nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass es sich um ein Oligopeptid handeit, das 
im Wesentlichen besteht aus einem Peptid, das durch eine Hydrazidbindung bzw. ein Hydrazidbindeglied an min- 
destens ein Lipid gebunden ist, das ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus den gesattigten Fettsauren, 
den ungesattigten Fettsauren und den Sterolen. 

13. Modifiziertes Peptid nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass es sich um ein Oligopeptid handeit, das 
im Wesentlichen besteht aus einem Peptid, das durch eine Hydrazidbindung bzw. ein Hydrazidbindeglied an min- 
destens ein Lipid gebunden ist, das ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus Palmitinsaure, Stearinsaure, 
cis-9,10-Epoxystearinsaure, Olsaure, Linolsaure und Cholesterin. 

14. Synthetischer Impfstoff, dadurch gekennzeichnet, dass er mindestens ein modifiziertes Peptid nach einem der 
Anspruche 11 bis 13 umfasst. 

15. Diagnosereagenz, dadurch gekennzeichnet, dass es mindestens ein modifiziertes Peptid nach einem der An- 
spruche 11 bis 13 umfasst. 

16. Verwendung des Produkts des Verfahrens nach einem der Anspruche 1 bis 10 zum Herstellen eines Arzneimittels, 
das einen Wirkstoff mit vektorisierter peptidartiger Beschaffenheit umfasst, das fur eine gezielte Ansteuerung von 
Zellen brauchbar ist. 
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Claims 

1. Method of coupling between a peptide and at least one compound A of non-peptidic nature carrying a function 
selected from the group consisting of carboxylic acid functions and alcohol functions, characterised in that the 

5 said coupling comprises a step of producing, in solution, a hydrazide link between the said peptide and the said 

compound A. 

2. Method of coupling according to claim 1 , characterised in that it comprises, for producing the said hydrazide link, 
the following steps: 

w 

a) activation of the function carried by the said compound A to form a corresponding reactive function respec- 
tively selected from the group consisting of ester functions and carbonate functions when compound A carries, 
respectively, a carboxylic acid function and an alcohol function; and 

b) reaction, in solution and at a pH of less than 6, between the said activated compound A obtained in a) and 
15 an entirely unprotected peptide carrying at least one hydrazine group or group derived from hydrazine either 

at its N-terminal end or at the end of the side chain of a lysine or ornithine optionally present at any location 
in the peptide sequence. 

3. Method according to claim 2, characterised in that it comprises, in addition, a step c) of purifying the modified 
20 peptide obtained in step b). 

4. Method according to claim 2 or claim 3, characterised in that, after step a) of activating the function carried by 
compound A, the corresponding reactive function carried by compound A is selected from the group consisting of 
esters and carbonates of succinimidyl, sulfosuccinimidyl and aryl. 

25 

5. Method according to any one of claims 2 to 4, characterised in that the said group derived from hydrazine carried 
by the peptide is an a-hydrazinoacetic group. 

6. Method according to claim 5, characterised in that, prior to step b), the said peptide is functionalised by an o> 
30 hydrazinoacetic group, either at its N-terminal end or at the end of the side chain of a lysine or ornithine optionally 

present at any location in the peptide sequence, using N,N'-tri(Boc)hydrazinoacetic acid or N,N'-di(Boc)hydrazi- 
noacetic acid. 



7. Method according to claim 6, characterised in that the functionalisation of the said peptide by an a-hydrazinoace- 
35 tic group is followed by a step of purifying the said functionalised peptide by high-performance liquid chromatog- 
raphy, using an eluant composed of a water/alcohol mixture, preferably a water/isopropanol mixture, including 
trifluoroacetic acid. 

8. Method according to any one of the preceding claims, characterised in that the said compound A is selected 
40 from the group consisting of lipids, sugars, alcohols and fluorescence markers. 

9. Method according to claim 8, characterised in that the said lipids are selected from the group consisting of sat- 
urated fatty acids, unsaturated fatty acids and sterols. 

45 10. Method according to claim 9, characterised in that the said lipids are selected from the group consisting of palmitic 
acid, stearic acid, cis-9,10-epoxystearic acid, oleic acid, linoleic acid and cholesterol. 

11. Modified peptide, characterised in that it is composed substantially of a peptide linked byway of a hydrazide link 
to at least one compound A selected from the group consisting of lipids, sugars, alcohols and fluorescence markers. 

50 

12. Modified peptide according to claim 11, characterised in that it is an oligopeptide composed substantially of a 
peptide linked by way of a hydrazide link to at least one lipid selected from the group consisting of saturated fatty 
acids, unsaturated fatty acids and sterols. 

55 13. Modified peptide according to claim 12, characterised in that it is an oligopeptide composed substantially of a 
peptide linked by way of a hydrazide link to at least one lipid selected from the group consisting of palmitic acid, 
stearic acid, cis-9,10-epoxystearic acid, oleic acid, linoleic acid and cholesterol. 
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14. Synthetic vaccine, characterised in that it comprises at least one modified peptide according to any one of claims 
11 to 13. 

15. Diagnostic reagent, characterised in that it comprises at least one modified peptide according to any one of 
5 claims 11 to 13. 

1 6. Use of the result of the method according to any one of claims 1 to 1 0 in the preparation of a medicament comprising 
a vectorised active ingredient of peptidic nature for use in cell targeting. 

10 
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